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De uitvinding betreft een nieuwe Lactobacillus- 
stam, enzymen en andere eiwitten verkregen met 
die stam, nucleotide sequenties die coderen voor 
dergelijke eiwitten, enzymen of andere deien van 
het Lactobacillus organisme en toepassingen van 
de organismen, de enzymen en/of andere eiwitten, 
alsmede de nucleotide sequenties. In de zuivelin- 
dustrie worden Lactococci veelvuldig toegepast als 
organismen dee! uitmakend van een startculture. 
Met name de omzefting van verse kaas wrongei 
naar rijpe kaas wordt bepaaid door de proteoly- 
tische af braak van caseine met behulp van deze 
Lactococci startcuitures. Bij de rijping van een aan- 
tal soorten kaas ontwikkelen zich in situ echter cul- 
tures van Lactobacillus soorten. Kennelijk spelen 
deze soorten wel een rol bij de rijping van die kaas- 
soorten. De uitvinding voorziet in een nieuwe Lacto- 
bacillus-stam die een proteolytisch systeem bevat 
met een hogere activiteit dan alie andere lactobacilli 
tot nog toe bekend en een hogere activiteit dan de 
meeste andere meikzuurbacterien, inciusief een 
aantai Lactococci. 
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De aan dit blad gehechte stukken zijn een afdruk van de oorspronkelijk ingediende beschrijving met conclusie(s) en 
eventuele tekening(en). 
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Titel: Nieuwe Lactobacillusstammen, eiwitten en sequenties 
daarvan f alsmecie werkwijzen voor de toepassing van 
deze stammen, eiwitten en sequenties 



De uitvinding heeft betrekking op een nieuwe Lacto- 
bacillus-stam, enzymen en andere eiwitten yerkregen met die 
stam, nucleotide sequenties die coderen voor dergelijke eiwit- 
ten, enzymen of andere delen van het Lactobacillus organisme 
5 en toepassingen van de organismen, de enzymen en/of andere ei- 
witten, alsmede de nucleotide sequenties. 

Melkzuurbacterien worden gebruikt bij de fermentatie van 
een groot aantal produkten, met name bij de fermentatie van 
voedingsmiddelen. Vroeger was de belangri jkste eigenschap van 
10 deze bacterien dat zij aanwezige koolhydraten (suikers) kunnen 
omzetten in melkzuur, waardoor het gefermenteerde produkt 

beter geconserveerd was. 

In de huidige processen in de zuivelindustrie zi jn andere 
eigenschappen, zoals het ontwikkelen van een smaak.en een con- 
15 stante kwaliteit van het produkt minstens even belangri jk 
geworden . 

Om zuivelprodukten met al de gewenste eigenschappen door 
fermentatie te verkrijgen, zijn specifieke startcultures die 
een mengsel van verschillende micro-organ ismen omvatten, ont- 
20 wikkeld. Micro-organismen met speciale eigenschappen zijn 
daarom van groot belang voor de zuivelindustrie. 

Bijvoorbeeld bij de bereiding van kaas f waar de rijping 
van enkele weken tot twee jaar in beslag kan nemen, afhanke- 
lijk van de soort kaas. 
25 Dat brengt hoge kosten met zich mee door de gekoelde op- 

slag over een langere termijn, immobilisatie van kapitaal en 
produkt ieverliezen ten gevolge van atypische fermentatie, 
waardoor bijvoorbeeld een bittere smaak ontstaat. 

Een versnelling van het rijpingsproces zou een aanzien- 
30 lijke kostenbesparing op kunnen leveren. 

Lactococci worden in de zuivelindustrie veelvuldig toe- 
gepast als organisme deel uitmakend van een startculture . Met 
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name de omzetting van verse kaas wrongel naar rijpe kaas wordt 
bepaald door de proteolytische afbraak van caseine met behulp 
van deze Lactococci startcultures . 

Het proteolytische systeem van deze Lactococci bestaat 
5 uit een aantal proteinases en een aantal peptidases en is 
onderwerp geweest van een aantal studies (Tan, P.S.T et al, 
J. Dairy Res. 60 p. 269-286, 1993 en Visser, S., J. Dairy Sci. 
76, p. 329-350, 1993) . 

In tegenstelling tot bovengenoemde Lactococcus stammen 
10 worden Lactobacillus soorten gewoonlijk niet als startcultures 
in de rijping van kaas toegepast. 

Bij de rijping van een aantal soorten kaas ontwikkelen 
zich in situ echter cultures van Lactobacillus soorten. Kenne- 
lijk spelen deze soorten wel een rol bij de rijping van die 
15 kaassoorten (Marth, E.H., J. Dairy Sci. 46, p. 869-890, 1963 en 
Peterson et al, J. Dairy Sci. 73, p. 1395-1410, 1990). 

Verder wordt verondersteild dat een aantal Lactobacillus 
soorten een hoge proteolytische activiteit bezitten (Arora et 
al, J. Dairy Sci. 73, p. 264-273, 1990a) en dat het vermogen van 
20 deze Lactobacillus soorten om peptiden te hydrolyseren nodig 
is om de ophoping van bittere peptiden in kaas te voorkomen. 
Een aantal proteolytische enzymen van Lactobacillus is be- 
studeerd (3 f 4, 5, 6, 16, 17, 21, 22, 23, 24 en 30) 

De uitvinding voorziet in een nieuw micro-organisme dat 
25 een proteolytisch systeem bevat met een hogere activiteit dan 
alle andere Lactobacilli tot nog toe bekend en een hogere 
activiteit dan de meeste andere melkzuurbacterien, inclusief 
een aantal Lactococci. 

Het nieuwe micro-organisme wordt gekenmerkt door een 
30 unieke combinatie van eigenschappen die het zeer geschikt 
maakt voor de toepassing bij fermentatieprocessen, met name 
voor de rijping van kaas. 

Karakteristieken van het nieuwe micro-organisme zijn 

onder andere in vergelijking met andere enigszins vergelijk- 

> 

35 bare micro-organismen van hetzelfde geslacht of van het 
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geslacht Lactococcus, weergegeven in de figuren la t/m c, 
figuren 2 en 3, tabel 2 en tabel 6. 

Het nieuwe micro-organisme is onder Art 2233 van de ROW en 
bet verdrag van Boedapest gedeponeerd bij het Centraal Bureau 
5 voor Schimmelcultures te Baarn onder nummer CBS 404.93 

(art. 31F lid 3 van het octrooireglement is van toepassing) . 

In het kort komen de eigenschappen van het nieuwe micro- 
organisme op het volgende neer. 

Lactobacillus Helveticus (interne code SBT 2171) vormt 
10 regelmatige gram-positieve staaf jes, kan anaeroob groeien, is 
obligaat saccharoclastisch, kan glucose, mannose, galactose en 
lactose als substraat gebruiken en vertoont een gemiddeld 
zeer hoge proteolytische activiteit. 

Deze proteolytische activiteit komt met name tot uiting 
15 in het ontbitteren van een tryptisch afbraakprodukt van 
caseine (de zogenaamde bittere peptiden in kaas) . 

Naast het micro-organisme zelf dat door de uitvinding 
beschikbaar wordt, voorziet de uitvinding ook in de toepassing 
van dat organisme of delen daarvan in bijvoorbeeld fermen- 
20 tatieprocessen of proteolytische stappen in processen. 

Bij fermentatieprocessen worden de organismen volgens de 
uitvinding bijvoorbeeld als onderdeel van een startculture 
voor de rijping van kaas gebruikt, maar ook kunnen de organis- 
men volgens de uitvinding in een later stadium dan als start - 
25 culture worden toegevoegd. Daarnaast worden de micro-organ is- 
men bijvoorbeeld gebruikt voor de proteolyse van biologisch 
actieve peptiden, zoals bijvoorbeeld neuropeptides 
endorfmes, LHRH f ACTH, etc. 

Ook kunnen ze gebruikt worden voor andere hydrolyses van 
30 eiwitten, bijvoorbeeld voor voedingspreparaten , 

Naast de toepassing van de micro-organismen op zich 
kunnen, zoals eerder gesteld ook delen van de micro-organismen 
worden toegepast. Met name geldt dit voor de nieuwe eiwitten 
volgens de uitvinding die afkomstig zijn van het nieuwe or- 
35 ganisme. Onder die nieuwe eiwitten worden ook actieve frag- 
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menten van deze eiwitten of derivaten, fusies en/of mutant en 
van deze eiwitten begrepen die 

Vergeli jkbare activiteit bezitten. De nieuwe eiwitten 
volgens de uitvinding kunnen alleen of in combinatie met 
5 andere eiwitten (al of niet volgens de uitvinding) worden 

toegepast in allerlei split singen van eiwitten en/of peptiden. 
Bijzondere voorkeur verdient het bij bijvoorbeeld de rijping 
van kaas om een combinatie van peptidasen en protexnasen 
volgens de uitvinding te gebruiken. 

10 Daarnaast kunnen de eiwitten volgens de uitvinding ook 

worden toegevoegd aan conventionele start cultures , bijvoor- 
beeld zoals die op basis van Lactococcussoorten . 

Ook kunnen de nieuwe eiwitten volgens de uitvinding, net 
als de micro-organismen ook apart voor andere proteolytische 

15 doeleinden worden toegepast, zoals bijvoorbeeld bij de 

proteolyse van biologisch actieve peptiden zoals LHRH, ACTH, 
endorfines, etc, 

Tegen de eiwitten en andere delen van de micro-organismen 
kunnen antilichamen worden opgewekt; . Deze antilichamen behoren 

20 ook tot de uitvinding. Zi-j kunnen bijvoorbeeld worden toege- 
past om bepaalde proteolytische activiteiten van het nieuwe 
micro-organisme, die onder sommige omstandigheden misschien 
minder gewenst kunnen zijn, te onderdrukken. 

Daarnaast kunnen zij toegepast worden bij de opzuivering 

25 van de eiwitten volgens de uitvinding, middels affiniteits- 
chromatograf ie . 

Ook kunnen zij gebruikt worden bij het opsporen (de 
detectie) van micro-organismen volgens de uitvinding. Dit kan 
nuttig zijn bij het zoeken naar verdere geschikte Lactobacillus 

30 stammen en bijvoorbeeld bij de kwaliteitscontrole van het 
eindprodukt . 

Methodes om antilichamen op te wekken, mogen als standaard- 
technieken gekenmerkt worden. Over het algemeen wordt een zoog- 
dier, meestal een knaagdier ingespoten met een preparaat waar- 
35 tegen antilichamen opgewekt moeten worden r over het algemeen in 
combinatie met een adjuvans . 
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* 

V 



BNSDOCID: <NL 9301525A_J_> 



t 

I 

I 

5 

Na een aantal herhaalde injecties (boosters) is over het 
algemeen een voldoende hoge ant ilichaamt iter bereikt . De anti- 

* 

lichamen kunnen dan uit de ascites gezuiverd worden. Tegen- 
woordig wordt er vaak voor gekozen om monoclonale antilichamen 
5 te produceren. Voor deze antilichamen geldt hetzelfde immuni- 
satieschema. Alleen worden nu de miltcellen van het gelmmuni- 
seerde dier verwijderd en gefuseerd met een myeloma, of gelm- 
mortaliseerd met behulp van een virus transf ormatie (bijvoor- 
beeld EBV) , Hierdoor wordt een continue bron van antilichamen 

10 met een identieke specif iciteit en affiniteit verkregen. 

Waar in deze aanvrage antilichamen worden genoemd worden 
daar zowel polyclonale- als monoclonale antilichamen, alsmede 
antigeen bindende fragmenten daarvan begrepen. Er zijn inmid- 
dels vele technieken bekend om antigeen bindende fragmenten te 

15 verkrijgen. 

Fab fragmenten en Fab' 2 fragmenten kunnen eenvoudig door 
chemische splitsing verkregen worden. Kleinere bindende frag- 
menten tot en met MRU 1 s (Molecular Recognition Units: bestaan 
slechts uit een CDR (complementarity determining region) ) 

20 worden meestal via recombinant DNA technieken bereid. 

Middels deze recombinant DNA technieken kunnen ook anti- 
lichamen met twee specif iciteiten of gekoppeld aan andere 
eiwitten bereid worden. Al deze f en andere, technieken zijn 
bruikbaar om antilichamen volgens de uitvinding te verkrijgen. 

25 Recombinant DNA technieken zijn ook zeer geschikt om 

sequenties van de nieuwe micro-organismen volgens de uitvin- 
ding toe te passen. Zo kunnen sequenties die coderen voor 
proteolytische enzymen in andere cellen dan Lactobacillus tot 
expressie worden gebracht, zodat een zuiverder preparaat met 

30 een hogere opbrengst verkregen wordt. Het tot expressie 

brengen van een dergelijk eiwit in een gastheercel (bijvoor- 
beeld E.Coli of andere prokaryoten r Saccharomyces of andere 
gisten, schimmels, insektecellen, plantecellen en/of zoogdier- 
cellen) gebeurt meestal door de DNA sequentie, die men kan 

35 isoleren uit het organisme, of kan verkrijgen door mRNA uit 
het organisme te isoleren en daarvan cDNA te bereiden, in een 
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geschikte vector voor transfectie of trans format ie van de 
gastheercel te brengen onder controle van een aantal geschikte 
regelelementen, zoals promotoren, enhancers, etc. 

Ook voor deze sequenties geldt weer dat het niet altijd 
5 nodig zal zijn om de gehele sequentie coderend voor een eiwit 
toe te passen. Vaak zal een deel ook de gewenste activiteit 
kunnen be z it ten. 

Ook kunnen aan de sequenties volgens de uitvinding andere 
sequenties gekoppeld worden, bijvoorbeeld om fusie-eiwitten te 
10 produceren. 

Daarnaast kunnen de sequenties worden toegepast in ampli- 
f icatietechnieken of hybridisatietechnieken die inmiddels ook 
wijde bekendheid hebben bij de gemiddelde vakman. 

De uitvinding wordt verder toegelicht aan de hand van de 
15 volgende voorbeelden. 

MRTERIML EN METHQPSF 

Organ ismem. 

In de voorbeelden werden de volgende Lactobacillus en 

20 Lactococcus soorten gebruikt. 

Lb. acidophilus, Lb.brevis, Lb.buchneri f Lb.casei 
ssp.casei, Lb.delbrueckii ssp .bulgaricus, Lb.delbrueckii 
ssp.delbrueckii, Lb.delbrueckii ssp. lactis, Lb. ferment um , 
Lb.helveticus, Lb.paracasei ssp .paracasei, Lb. plant arum r 

25 Lb.rhamnosus, Lactococcus lactis ssp.cremoris, Lactococcus 
lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp.diacetylactis. 
Stammen met een SBT-nummer zijn verkregen van de Snow Brand 
Type Culture Collection, Tokyo, Japan. Alle typen stammen 
werden verkregen van de "National Collection of Food Bacteria 

30 (NCFB) ; Agricultural and Food Research Council; Institute of 
Food Research, Reading, Great Britain. Lactococcus lactis ssp. 
cremoris AMI, E*, HP, SK112 en Wg2 en Lactococcus lactis 
ssp c lactis ML3 werden verkregen bij het Nederlands Instituut 
voor Zuivelonderzoek (NIZO) , Ede. 

35 De organismen werden routinematig in subculture gehouden 

(3X) in MRS bouillon (Merck-Darmstadt, Duitsland) bij 30 of 

9 3 0 15 2 5 
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37°C en als "stock-cultures" bewaard in MRS bouillon met 10% 
v/v glycerol bij ~55°C. 

5 Van elke stam werden groeikrommes verkregen door 1% zaai- 

culture te enten uit de "stock-culture" in 10 ml MRS of MRX f 
gevolgd door een tweede enting: de pre-culture, waaruit 1% 
werd geent in de groeibuizen (13 x 150 mm) die 10 ml MRS be- 
vatten. De groei werd gevolgd middels meting van de optische 
10 dichtheid (OD) bij 650 nm gedurende een aantal uren. 

Bereidina van celvrii extract 

* 

De cellen werden gegroeid in MRS bouillon (400 ml) r ge~ 
oogst in de late log fase door te centrifugeren bij 7500 x g 
15 gedurende 10 min bij 40 C f gewassen in HEPES (4- (2-hydroxy- 

ethyl) -l-piperazine-ethaansulfonzuur) met 10 mM CaCl 2 bij pH=7 

en tenslotte gesuspendeerd in 10 ml HEPES. 

Voor de tweede screening werden de cellen gegroeid in 
MRX. MRX is MRS aangevuld met 15 mM- CaCl 2 en gemodif iceerd 

20 volgens Hugenholtz et al. (15) . 

Celextracten werden verkregen door de cellen te sonifi— 
ceren gedurende een aantal perioden van 10 min. (Vibra cell; 
Sonics & Materials Inc. Danbury, Connecticut , USA; 50% out- 
put,, 20% pulse) met intervallen van 10 min. rust bij 0°C. 

25 Celvrije extracten werden verkregen door de celmassa 10 min. 
bij 30000 x g te centrifugeren bij 40°C. 

Eflzymbe pa lingen, 

Proteolytische activiteit werd gemeten met een brede 
30 varieteit van synthetische en chromogene substraten zoals 

beschreven voor Lactococcus soorten (zie tabel 1) . 

De hydrolyse van de p-nitroanilide substraten werd 

bepaald met de methode van Exterkate (12) . De enzymmengsels 

bevatten 20 |il celextract en 200 \il HEPES (pH 7) . 
35 De reacties werden ingeleid door 200 [il van een 2 mM 

p-nitroanilide oplossing toe te voegen. Er werd gedurende een 

aantal minuten bij 30°C gexncubeerd. 
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De reacties werden gestopt door 100 jxl 52% (v/v) azijn- 
zuur toe te voegen. De reactiemengsels werden gecentrifugeerd 
bij 1400 rpm gedurende 5 min. De hoeveelheid p-nitr;oanilide in 
het supernatant werd gemeten bij 410 nm (U-2000 spectrofot- 
5 ometer, Hitachi) . De concentratie van het p-nitroanilide werd 
berekend met de molaire absorptiecoef f icient ( c 8800 M ^cr 1 ) . 

In sommige gevallen werd het vrijkomen van p-nitroanilide 
continu gemeten. 

De hydrolyse van de (J-naftylamidesxibstraten werd bepaald 
10 met een gemodificeerde methode volgens Elleman (11) . Het enzym- 
mengsel bevatte 20 \il celextract en 200 ^1 HEPES 100 mM pH=7 . 

De reacties werden gestart door toevoegen van 200 p.1 van 
een 2 mM p-naftylamide-substraatoplossing in water en er werd 
gelncubeerd bij 30°C gedurende een aantal min. De reacties 
15 werden gestopt door het toevoegen van 200 jal 1M acetaat, pH=4, 
die 1 mg/ml Fast Garnet GBC?? en 5% (w/v) Brij 35 bevatte. Het 
react iemengs el liet men gedurende 10 min de optimale kleur- 
ontwikkeling bereiken en daarna werd er gecentrifugeerd op 
14000 rpm gedurende 5 min. De hoeveelheid (J-naftylamide in het 
20 supernatant werd berekend met de molaire absorptiecoef f icient 
(s 2Q0QQ M~ 1 £nr 1 ) - 

De hydrolyse van niet-chromogene synthetische peptiden 
werd bepaald door de hoeveelheid vrijgekomen aminozuren te 
meten met de gemodificeerde cadmium-ninhydrine methode , zoal 
25 beschreven door Doi et al (8) . De enzym mengsels bevatten 

100 jil verdund celextract in 100 mM HEPES pH 7. De reacties 
werden in gang gezet door het toevoegen van 100 \l1 van een 
2 mM peptide oplossing en gedurende een aantal minuten bij 
30°C gelncubeerd. De reacties werden gestopt met behulp van 
30 1.5 ml Cd~ninhydrine reagens en daaropvolgend gelncubeerd 
gedurende een aantal min. bij 84°C. Na afkoelen werden de 
mengsels bij 14000 rpm gecentrifugeerd en werd de absorptie 
gemeten bij 515 nm met een Vitalab 10 spectrofotometer v (Vital 
scientific f Dieren) . 
35 De specifieke peptidase-activiteit werd gedefinieerd als 

de hoeveelheid enzym nodig om vanuit het substraat per minuut 
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onder.de experimentele condities 1 fimol van L-Leucine equi- . 
valent amino zuur te producer en (26) . 

De hydrolyse van resorufine gelabeld caseine (Boehringer 
Mannheim GmbH, Duitsland) werd bepaald zoals beschreven in het 
5 protocol gegeven door de fabrikant, in 50 mM HEPES bij 37°C. 

Alle mengsels werden op 30°C gebracht voordat de react ies 
werden gestart. 

API ZYM b ep al ing 

10 De APIZYM kits (LRA ZYM AP 1 tot en met 6) werden ver- 

kregen van API SYSTEM (La Balme Les Grottes, Frankri jk) . Cel 
(vrij) extract 70 [H (65 of 125 mg eiwit/ml) werd toegevoegd 
aan elk van de cups die gedehydrateerd chromogeen enzymsub- 
straat bevatten, waarna de mengsels gedurende twee of vier uur 

15 bij 37°C werden gelncubeerd. De reacties werden ingeleid door 
het toevoegen van de enzymmengsels, die de chromogene substra- 
ten rehydrateerden . Hydrolytische activiteit van de respec- 
tievelijke enzymen in de celextracten op het (J-naphtylamide- 
substraat resulteerde in het vrijkomen van de p-naphtylamide- 

20 groep. De react ie werd gestopt door het toevoegen 50 \il reagens 
ZYM A en de kleur werd ontwikkeld door het toevoegen van 50 \il 
ZYM B. Activiteiten werden bepaald door de kleur die zich in 
vijf minuten ontwikkelde te vergelijken met de kleurenkaart 
zoals geleverd door de fabrikant. 

25 

Natrium dodecyl sulfaat-polyacrylamide gel electroforese 
(SDS-PAGE) en preparatieve slab gel electroforese werd uitge- 

voerd met respectieveli jk een Mini-Protean II en een Protean 

1 

30 II xi (BioHRad Laboratoria, Richmond, California, Ver. Staten) 
en uitgevoerd zoals beschreven in de instructies zoals aange- 
leverd door de fabrikant • De moleculaire afmetingen van de 
enzymen werden geschat door voorgekleurde SDS-PAGE standaards 
te gebruiken in het interval van 14.400 tot 97.400 Da (Bio-Rad 

35 Laboratoria, Richmond, Calif ornie, Ver. Staten) . 
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IiMunoblott ing 

Eiwitten, die gescheiden waren op een gel werden overge- 
bracht op vellen polyvinylideendifluoride (PVDF) met een Mini 
Trans-Blott eel (Bio-Rad Laboratoria, Richmond, Calif ornie f 
Ver. Staten) volgens de instructies van de fabrikant. De PVDF 
membranen waren verzadigd met 1% afgeroomde melk en gelncu- 
beerd met antilichamen tegen verschillende proteolytisciie 
enzymen: polyclonale en monoclonale antilichamen in verdun- 
ningen van respectieveli jk 1/4000 tot 1/8000 en 1/10. Na was- 
sen met 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) die 150 mM tfaCl bevatte en 
0,05 % Tween-20 (TBST) werd het membraan geincubeerd met al- 
kalische fosfatase geconjugeerd aan geit anti-konijn immuno- 
globuline serum of geit anti-muis (Bio-Rad Laboratoria, 
Richmond, Calif ornie, Ver. Staten) 1/3000 verdund. Het PVDF 
membraan werd gewassen met TBST en het enzym antilichaam 
complex werd zichtbaar gemaakt door het membraan te incuberen 
in carbonaatbuffer (0,1 M NaHC0 3 , 1,0 mM MgCl 2 (pH 9,8) met 1% 

(v/v) nitroblauw tetrazolium (30 mg/ml) in 70% dimethylforma- 
mide en 1% (v/v) 5-bromo-4-chloro-3-indolylf osfaat dinatrium- 
zout (15 mg/ml) in 100% dimethylf ormamide * Antilichamen werden 
verkregen van het Departement van Microbiologie, van de 
Ri jksuniversiteit Groningen (14, 18, 27) . 

Det e c t i e va n p e p tidas e activiteit op polyacyy iftmifle g el 

25 Eiwitten in het celvrije extract werden gescheiden op 

preparatieve gel elektroforese (7,5%). De gel werd vertikaal 
in 7 mm strips gesneden en daaropvolgend gewassen (2x) met 
0,1 mM HEPES (pH 7) voor 10 minuten. De strips werden geln- 
cubeerd in een 10 ml oplossing die 1 mM p-naftylamide sub- 

30 straat bevatte en verdund in 100 mM HEPES pH 7, gedurende 2 
tot 60 minuten (afhankelijk van de activiteit) bij 37°. De 
peptidase activiteit werd zichtbaar gemaakt binnen 5 minuten 
na toevoeging van een 10 ml Fast Garnet GBC oplossing (2 mg/ml 
water) (Sarath et al.) . In het alternatief, werd de peptidase 

35 activiteit bekeken in de gelstrips door de detectie van 

leucine in een gekoppelde enzymreactie waarin orthodianisidine 
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wordt geoxydeerd tot een roodbruine kleur. De gelstrips werden 
gedurende 60 min. bij 37°C gexncubeerd in een 8,4 ml oplossing 
bevattende 9 ml 100 mM HEPES (pH 7,5), 160 [11 van een 50 mM 
Leu-Leu of Leu-Leu-Leu oplossing, 80 [il 23,3 mM ortho- 
5 dianisidine in 0,1 N zoutzuur, 80 \il 5000 units/ml peroxydase 
in 3,2 M ammoniumsulfaat en 80 111 1 mg/ml L-aminozuuroxydase 
in 3,2 M ammoniumsulfaat. 

Sintuig^Ujke test 

10 Een mengsel bevattende 2 ml 10% (w/v) van een tryptisch 

afbraakprodukt van caselne in 25 mM kaliumf osfaat pH 7 en 
0,5 mg van eiwit uit celextract werd gelncubeerd gedurende 
6 uur bij 30°C. De bitterheid van het casexneprodukt werd 
organoleptisch geevalueerd door een panel van 6 personen. Geen 

15 verandering in bitterheid werd bitter genoemd, overbli jvende 
bitterheid werd enigszins ontbitterd genoemd en geen bittere 
smaak werd volledig ontbitterd genoemd. 

Gedeelteliike zuiverina van de vers challe nge pepUdfrSen 
20 De condities voor de zuivering op Mono-Q ionenwisselaar 

chromatograf ie middels FPLC werden bepaald als volgt: 4 mg 
celvrij extract (100 \ll) werd op een Mono-Q HR 5/5 kolom 
gebracht (Pharmacia LKB, Uppsala, Zwedeu) De enzymactiviteit 
werd geelueerd met een lineaire gradient van 0,15 tot 0,5 M 
25 HaCl in 20 mM Tris hydrochloride (pH 8,0) . De stroomsnelheid 
was 1 ml/min. en fracties van 1 ml werden opgevangen en getest 
op peptidase activiteit met verschillende (chromogene) 
peptiden . 

30 Eiwitbepalina 

Eiwitconcentraties werden bepaald met de Bio-Rad eiwit- 
bepaling (Bio-Rad Laboratoria, Richmond, Cal., Verenigde 
Staten) met bovine serum albumine als standaard. 
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Chemicalien en reagentia 

Tenzij anders vermeld, bevatten alle aminozuren en pep- 
tide derivaten gebruikt in deze studie, de L-anomeren van 
aminozuren. Alle chemicalien waren "reagent grade" en werden 
5 verkregen van commerciele bronnen. 

RESULTATEN 

Screening met, 178. Lactobacillus,, en LactocccCTs stammen 

Celvrije extracten van 178 Lactobacillus en Lactococcus 

10 stammen, verdeeld over 13 verschillende soorten, werden op hun 
proteolytische activiteit getest onder gebruikmaking van de 
volgende substraten: Lys-pNA en Arg-pNA (voor aminopeptidase 
in het algemeen) , Glu~-pNA (voor glutamyl aminopeptidase) , Pro- 
pNA (voor prolydase) , Ala-Pro-pNA (voor X-prolyldipeptidyl 

15 aminopeptidase) en Suc-Phe-pNa en MeO-Suc~Arg~Pro-Tyr~pNA 
(voor endopeptidase/protexnase) . 

In fig. 1 worden de gemiddelde proteolytische activitei- 
ten (in de figuur aangegeven als zwarte stippen) voor drie 
belangrijke substraten (Lys-pNA (Fig. 1A) , Ala-Pro-pNA 

20 (Fig. IB) en MeO-Suc~Arg-Pro-Tyr~pNA (Fig. 1C) ) weergegeven 
voor elke soort. Ook weergegeven zijn de maximum en minimum 
waarden. De resultaten laten duidelijk een grote variatie van 
proteolytische activiteit zien voor elke soort. Hoge activitei- 
ten zijn gevonden, maar ook zeer lage activiteiten . Hetzelfde 

25 gold voor de bepalingen met de andere substraten (resultaten 
niet weergegeven) . De resultaten laten ook zien dat 
Lactobacillus helveticus de hoogst gemiddelde activiteit met 
betrekking tot alle drie de chromogene peptiden heeft. Het- 
zelfde is waar voor andere peptiden r met uitzondering van Sue- 

30 Phe-pNA (resultaten niet weergegeven) . 

Om de ontbitteringseigenschappen van de Lactobacilli te 
bepalen, werden experiment en uitgevoerd met een bitter tryp- 
tisch digest van caseine (zie mater iaal en methode) . Fig. 2 
laat een aantal stammen zien die een tryptisch digest van 

35 caseine kunnen ontbitteren binnen 6 uur (geheel ontbitterd, 
zwarte balk; gedeeltelijk ontbitterd, grijze balk; en niet 

9301525 



BNSDOCID: <NL 9301525A„L> 



1 



13 

ontbitterd, witte balk) . In het bi jzonder Lactobacillus 
helveticusstammen (20 stammen) en ook een aantal andere 
stammen (met: name Lactococcussoorten (2 stammen) en 
Lactobacillus casei (5 stammen) ) , laten een signif icante 
5 ontbitteringsactiviteit zien. 

Verereliikincr tussen de proteolyti sche activiteit 
Lanhnbaciilus helveticus SBT 217 1 e n andere melkzuurbacterien 
Lactobacillus helveticus SBT 2171, 8 andere sterk 
10 proteolytische Lactobacillus stammen en 2 Lactococcus stammen 
zijn verder onderzocht wat betreft hun peptidase en proteinase 
activiteit. 

De resultaten van de hydrolyserende activiteit op 21 
substraten zijn samengevat in Tabel 2. De hoogste proteo- 
15 lytische activiteiten zijn vet gedrukt. Lactobacillus 

helveticus SBT 2171 heeft de hoogste activiteit voor 12 van de 
21 substraten waaronder enkele interessante carboxypeptidase 
substraten. Verder is de stam SBT 2171 tevens een van de 
hoogste actieve stammen voor een aantal andere substraten. In 
.20 het bi jzonder de activiteiten van peptidasen zijn het hoogst 
voor Lactobacillus helveticus SBT 2171: Leu-Leu-Leu, Lys-pNA, 
Leu-Leu, Lys-pNA, Leu-Leu en MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr-PNA (S258 6) . 
Maar ook Ala-Pro-pNA en resoruf in-caselne worden door deze 
stam zeer goed gehydrolyseerd. 

25 Gly-Phe-PNA, Lys-Ser-4M|JNA, Phe-Pro-Ala-(5NA, Pro-Arg-jiNA en 
Ser-Met-JSNA worden ook door Lactobacillus helveticus STB het 
best gehydrolyseerd. 

Wanneer de proteolytische activiteit van Lactobacillus 
helveticus SBT 2171 met de activiteit van startcultuur 

30 Lactococci wordt vergeleken (L. lactis ssp. cremoris Wg2 en 
L. lactis ssp. lactis SK112), vallen een aantal significante 
verschillen op. Bij voorbeeld, Lactobacillus helveticus SBT 
2171 laat een vijf- tot zevenvoudig hogere activiteit voor 
Lys-pNA zien, een meer dan 90-voudig hogere activiteit voor 

35 Pro-pNA en een bijna 10-voudig hogere activiteit voor MeO-Suc- 
Arg-Pro-Tyr-pNA. Verder worden behalve Glu-Glu substraten alle 
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andere substraten het best gehydrolyseerd door stam SBT 2171. 
De resultaten laten duidelijk zien dat Lactobacillus 
helveticus SBT 2171 de hoogste proteolytische activiteit van 
alle geteste stammen bevat f waaronder een aantal starter- 
cultures Lactococci. 

Ontbitteringsexperimenten zi jn uitgevoerd met een aantal 
hoog proteolytische stammen. De resultaten laten zien dat alle 
stammen een zekere ontbitteringsactiviteit bezitten, waarvan 
die van Lactobacillus helveticus SBT 2171 de hoogste is 
(fig. 3) . 

Aanvullende APIZYM experimenten werden uitgevoerd met 
geselecteerde Lactobacilli en Lactococci. Voor dit experiment 
werden 59 substraten onderzocht, De meeste stammen laten 
hydrolytische activiteit voor een breed spectrum van 
substraten zien. Beide APIZYM experimenten laten zien dat 
Lactobacillus helveticus SBT 2171 een hydrolytische activiteit 
heeft voor een wijd spectrum van substraten (Tabel 3) . 

Detectie van peptidase activ iteit van Lactobacil lus helvetiCTS 
20 sbt 2171 op polvacrvlamide gel (zymocrramkleurincr) 

Zymogramstudies werden uitgevoerd om te bepalen hoeveel 
exo-peptidases er aanwezig zijn in Lactobacillus helveticus SBT 
2171. Lactococcus lactis ssp. lactis Wg2 werd gebruikt als 
referent ies tarn. Tabel 4 laat de Rp-waarde zien van de hydro- 

25 lyse activiteit f die na elektroforese van celvrij extract van 
beide stammen met verschillende substraten werden gevonden op 
een 7,5% polyacrylamide gel. De vergelijkbare resultaten werden 
gevonden voor Lactococcus lactis ssp. lactis Wg2. De Rp-waardes 

verschillen echter significant van die van Lactobacillus 
30 helveticus SBT 2171. Daarnaast hydrolyseert Lactococcus lactis 
ssp. cremoris Wg2 maar 6 van de 11 substraten, terwijl 
Lactobacillus helveticus SBT 2171 alle substraten in de gel 
hydrolyseert. Deze resultaten geven aan dat verschillende 
proteolytische enzymen aanwezig zijn in Lactobacillus 
35 helveticus SBT 2171 en Lactococcus lactis ssp. lactis Wg2 . 
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ZUIVERING 

De huidige experimenter! laten een proteolytische acti- 
viteit van verschillende Lactobacillus soorten zien. Vergelij- 
kende studies voor peptidases zijn eerder uitgevoerd voor 
5 Lactobacillus casei subspecies (l f 2, 9) . Slechts een paar 

stammen van Lactobacillus easel en een paar enzymactiviteiten 
zijn beschreven terwijl in de onderhavige experiment en 178 
stammen van 12 Lactobacillus soorten zijn vergeleken voor 
proteolytische activiteit. Bovendien zijn ongeveer 13 ver- 

10 schillende peptidase en proteinase activiteiten gemeten voor 
elke stam door gebruik te maken van meer dan 20 verschillende 
substraten en werden 60 additionele substraten gebruikt in een 
micro enzym APIZYM systeem. De resultaten van deze studie laten 
duidelijk zien dat er een grote variatie aan proteolytische 

15 activiteit in de verschillende geteste Lactobacillus stammen 
bestaat. Hoog proteolytisch actieve stammen waren aanwezig, 
maar ook stammen met nauwelijks enige activiteit werden 
gevonden. Bovendien verschilt de proteolytische activiteit van 
stammen van dezelfde soort significant (Bi jvoorbeeld de meeste 

20 Lactobacillus helveticus stammen zijn hoog proteolytisch, 

terwijl Lactobacillus helveticus SBT 0351 nauwelijks of geen 
proteolytische activiteit vertoont (resultaten niet weerge- 
geven) . Er kan worden geconcludeerd, dat van de geteste 
Lactobacillus en Lactococcussoorten, Lactobacillus helveticus 

25 het meest proteolytische soort is voor een breed spectrum van 
substraten, Maar ook de afname in bitterheid f als gezien na 
incubatie van het tryptisch P caselne digest met celextracten 
van Lactobacillus helveticus, is significant hoger dan met 
andere melkzuurbacteriesoorten . Hoewel geen duidelijke 

30 correlatie tussen een specifieke peptidase activiteit en 

ontbitteringsactiviteit kan worden gemaakt, is dit fenomeen 
waarschijnli jk te verklaren door een afname van bittere 
peptiden in het mengsel. 

Verdere studie met een selectie van een aantal hoog 

35 proteolytische Lactobacillus stammen laat duidelijk zien, dat 
Lactobacillus helveticus SBT 2171 het meest proteolytisch is. 
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Deze stam he eft de hoogste proteolytische activiteit voor: 
Lys-pNA, Arg-pNA, Glu-pNA, His-pNA, Leu-Leu, Leu-Leu-Leu, pro- 

pNA en Pro-Ala, MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA, Bzl-Cys-pNA, Z-Phe- 
Ala, Z-Ala-Ile en Hyp-Lys . Daarnaast heeft deze stam zeer hoge 
activiteiten gemeten voor andere substraten zoals Ala-Pro-pNA 
en resorufine-caselne. Het lijkt erop dat het algemene 
aminopeptidase van stam SBT 2171 ook in staat is Pro-pNA te 
hydrolyseren . Dit gegeven was nog niet eerder foekend voor 
Lactobacillus helveticus . 

Er kan worden geconcludeerd dat Lactobacillus helveticus 
SBT 2171 een hogere proteolytische activiteit laat zien dan de 
geteste Lactococci stammen. Dit is een interessante conclusie 
aangezien voor het rijpen van de meeste kazen (met uitzon- 
dering van Emmenthaler en Gruyere) (19) voornamelijk 
Lactococcus startercultures worden gebruikt, hetgeen een grote 
bijdrage impliceert van deze stammen aan proteolyse. Het moge 
duidelijk zijn dat de ontwikkeling van een stam met superieure 
proteolytische activiteiten zoals Lactobacillus helveticus het 
rijpen van kaas significant zal kunnen belnvloeden. De hoge 
proteolytische activiteit van Lactobacillus helveticus SBT 
2171 kan een gevolg zijn van individuele enzymen, maar ook 
onbekende expressie of regulatoire factoren kunnen in het spel 
zijn. 



9301525 



525A I > 



17 



CONCLUSIES 

1. Lactobacillus Helveticus SBT 2171 of een mutant daarvan, 
met de volgende eigenschapperx; hoge proteolytische activiteit 
en ontbitteren van een tryptisch hydrolysaat van caselne in 
zes uur. 

5 2. Lactobacillus Helveticus SBT 2171 zoals gedeponeerd onder 
het nummer CBS404.93. 

3. Gebruik van een micro-organisme volgens conclusie 1 of 2 
in een f ermentatieproces . 

4. Gebruik volgens conclusie 3 f waarbij het fermentatie- 
10 proces wordt toegepast bij de rijping van kaas . 

5. Recombinant DNA molecule dat tenminste codeert voor 
tenminste een deel van een micro-organisme volgens conclusie 1 
of 2, van welk recombinant DNA molecule het . coderende deel 
onder stringente omstandigheden hybridiseert met het DNA van 

15 het gedeponeerde micro-organisme met het nummer CBS404.93. 

6- Gebruik van een micro-organisme volgens conclusie 1 of 2, 
bij de proteolyse van biologisch actieve peptiden. 

7. Farmaceutische formulering die een micro-organisme vol- 
gens conclusie 1 of 2, alsmede een f armaceutisch acceptabele 

20 drager omvat . 

8. Proteolytisch enzym afkomstig van een micro-organisme vol- 
gens conclusie 1 of 2. 

9. Gebruik van tenminste een enzym volgens conclusie 8, voor 
de proteolyse van biologisch actieve peptiden. 

25 10. Farmaceutische formulering die tenminste een enzym vol- 
gens conclusie 8, alsmede een f armaceutisch acceptabele drager 
omvat . 

w 

11. Werkwijze voor het fermenteren van een van melk afkomstig 
preparaat, waarbij een micro-organisme volgens conclusie 1 of 
30 2 in cultuur wordt gegroeid in aanwezigheid van het preparaat f 
onder voor Lactobacillus reguliere groeiomstandigheden. 
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12. Werkwijze volgens conclusie 11, waarbij het preparaat 
verse kaaswrongel is . 

13. Antilichamen opgewekt tegen een of meerdere bestancidelen 
van een micro-organisme volgens conclusie 1 of 2. 

14. Antilichamen volgens conclusie 13, die specifiek zijn 
voor een organisme volgens conclusie 1 of 2. 
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Lb. rhamnosus (4) 
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Lb. acidophilus SBT2064 
Lb. buchneri SET 2021 
Lb. buchneri SBT '2028 
Lb. cas&issp. casei 2233 
Lb. casei ssp. casei SBT 2239 
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus SBT 0064 
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus SBT 21 15 
C Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii SBT 21 47 
Lb. delbrueckii ssp. lactis SBT 1906 
Lb. delbrueckii ssp. lactis SBT 2003 
Lb. fermentum SBT 2537 
Lb. helveticus SBT 0402 
Lb. helveticus SBT 21 50 
Lb. helveticus SBT 2171 
Lb. paracasei ssp. paracasei SBT 2283 

Lb. pfantarum SBT 0793 Jmmmmmm^ 
Lb. rhamnosus SBT 0803 
Lb. rhamnosus SBT 2260 A 
Lc. lactis ssp. cremoris Wg2 jB^HEsg 
Lc. lactis ssp. cremoris SK1 12 
Tryptic digest of 6-casein 



Bitterheid 
p 

en 

I I 



J_ 



JL. 



3- 



J. 



t 



CO 
! 



g^ » W l WIIUII MM 



3- 



n M M n'|-i r < T iiia ■■ m...»mmm 



liMiw<wiWiH»w>wiH)iwiim)i»nninm— 



01525 



FIG. 3 



CO 

tn 




BNSDOCID: <NL, 



9301525A_J„> 



